BIOFILM FORMATION MECHANISM OF STREPTOCOCCUS MUTANS IN THE PRESENCE OF BACITRACIN by 永沢 亮
バシトラシン存在下におけるStreptococcus mutans
のバイオフィルム誘導メカニズムの解析
著者 永沢 亮
出版者 法政大学大学院理工学研究科
雑誌名 法政大学大学院紀要. 理工学・工学研究科編
巻 59
ページ 1-2
発行年 2018-03-31
URL http://doi.org/10.15002/00021626
法政大学大学院理工学・工学研究科紀要 Vol.59(2018 年 3 月）                    法政大学 
 
バシトラシン存在下における Streptococcus mutansの 
バイオフィルム誘導メカニズムの解析 
 
BIOFILM FORMATION MECHANISM OF STREPTOCOCCUS MUTANS 
IN THE PRESENCE OF BACITRACIN 
 
永沢 亮 
Ryo NAGASAWA 
指導教員 佐藤 勉 
 
法政大学大学院理工学研究科生命機能学専攻修士課程 
 
 In natural environment, many bacteria are considered to exist as highly structured communities, 
so-called “biofilms”. Biofilm formation increases tolerance to various stresses, such as antimicrobials 
and host immunity. Therefore, the induction of biofilm by pathogenic bacteria is associated with chronic 
infections and can become a threat to human health. In this study, I found that Streptococcus mutans, a 
primary etiological agent of human dental caries, induced biofilm formation in the presence of bacitracin, 
which is a type of cell wall-targeting antibiotics, at a concentration lower than minimum inhibitory 
concentration. I evaluated the inhibitory effect of DNase I on the biofilm formation because extracellular 
DNA (eDNA) was known as a common component of biofilms. Biofilm formation was dramatically 
decreased by the addition of DNase I to the biofilm-inducing media. It suggested that the biofilm 
formation strongly depended on eDNA. I also identified that the expression of autolysin genes was 
upregulated in mid-log phase when the cells were cultivated in the presence of small amount of 
bacitracin. Accordingly, it was predicted that S. mutans actively induced eDNA-dependent biofilm 
formation by sacrificing a sub-population of cells. 
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１． 緒言 
自然環境中において、多くの細菌はバイオフィルムを
形成した状態で存在すると言われている (1)。バイオフ
ィルムは物質表面に付着した三次元構造体であり、細菌
はバイオフィルムを形成することによって様々なストレ
スに対する抵抗性を示す。従って、バイオフィルム形成
は細菌の一つの生存戦略として重要である一方、ヒトに
とっては細菌性感染症の制御を困難にする現象でもある。
細菌性感染症の制御には抗生物質が利用されているが、
抗生物質の不適切な利用は細菌に対する生育阻害、殺菌
効果が十分でないほか、細菌の生存戦略を誘起する可能
性が考えられる。本研究では、殺菌的に作用する抗生物
質の一種バシトラシンが低濃度で存在する条件下で、う
蝕主要原因細菌 Streptococcus mutansのバイオフィルム形
成が誘導されることを見出し、そのメカニズムを解析し
た。 
 
 
２． 実験方法 
(1) バイオフィルム形成実験と 
DNase I によるバイオフィルム形成阻害実験  
S. mutans UA159 一晩培養液とバイオフィルム形成培
地  (tryptic soy broth without dextrose supplemented with 
0.25% glucose, TSBg) を 1:5 で混和し、唾液コート 96 穴
プレートで 5 時間培養 (37℃, 5% CO2) した。バイオフィ
ルムはサフラニン液で染色した後、70% エタノールで染
色液をバイオフィルムから抽出し、A492 を測定すること
で定量した。DNase I によるバイオフィルム形成阻害実験
では、TSBg に 50 U/mL の DNase I を添加して行った。 
(2) RT-qPCR 
対数増殖初期 (OD600 = 0.3) 及び対数増殖中期 (OD600 
= 0.5) における autolysin 遺伝子の発現をΔΔCt法により
相対定量した。内在性コントロールによる補正は、S. 
mutansにおいてハウスキーピング遺伝子であることが示
されている ldh (乳酸脱水素酵素をコードする遺伝子) に
より行った。 
３． 実験結果と考察 
(1) 低濃度バシトラシンによるバイオフィルム誘導 
S. mutans UA159 に対するバシトラシンの最小生育阻
害濃度 (MIC) は 4 U/mL であったため、4 U/mL 以下のバ
シトラシン存在下においてバイオフィルム形成実験を行
った。バイオフィルムは 1/32 MIC から 1/2 MIC のバシト
ラシン存在下で誘導され、1/8 MIC のとき形成量が最大
となった (図 1)。従って、生育阻害に不十分な量のバシ
トラシンが存在するとき、S. mutans は生存戦略の一つと
してバイオフィルムを誘導し、ストレスに抵抗する可能
性が予測された。 
 
 
図 1 バシトラシン濃度を振ったときの 
バイオフィルム形成量変化 
 
(2) バイオフィルム誘導メカニズムの解析 
多くの細菌において、共通のバイオフィルム主要構成
要素はポリサッカライドと eDNA である (2)。S. mutans
によるポリサッカライド合成はスクロースを基質にして
行われることが知られているため、本研究で用いた培地
TSBg では十分に合成できないと考えられる。そこで、
もう一つの主要構成要素 eDNA に着目した。eDNA がバ
イオフィルム形成に貢献しているかどうかを評価するた
めに DNase I によるバイオフィルム形成阻害実験を行っ
たところ、DNase を加えたとき、バイオフィルム形成は
完全に阻害された (図 2)。よって、MIC 以下のバシトラ
シン存在下におけるバイオフィルム形成は eDNA に強く
依存したメカニズムで誘導されることが示された。
eDNA は死菌から放出されたゲノム DNA であるとされ
ている (3)。従って、低濃度バシトラシン存在下で細胞
死が起き、eDNA が産生され、バイオフィルム誘導に貢
献したと考えられる。 
 
 
図 2 DNase I によるバイオフィルム形成阻害実験 
 
(3) Autolysin 遺伝子の発現定量 
バシトラシンは殺菌的に作用する抗生物質である。従
って、バシトラシンの殺菌効果によって死菌が増加し、
それに伴い eDNA が産生され、バイオフィルムが誘導さ
れた可能性が考えられる。一方で、細菌がストレス環境
下で生存するため、集団中の一部の細菌を自ら溶菌する
ことで能動的に eDNA を産生し、バイオフィルム形成を
誘導した可能性も考えられる。そこで、autolysin の発現
量を RT-qPCR により定量した。バシトラシン存在下 
(bac+) における autolysin (atlA, lytF) の発現は、バシトラ
シン非存在下 (bac-) と比較して、対数増殖中期で高くな
ることが明らかになった (図 3)。この結果から、S. mutans
は菌数の増加に伴い、自己溶菌酵素の発現を上昇させ、
自ら溶菌を誘導することによって能動的に eDNA を産生
し、バイオフィルム形成を誘導していると考えられた。 
 
 
図 3 RT-qPCR による autolysin 遺伝子の発現定量 
 
４． 結言 
細菌の生育を完全に阻害することができない低濃度の
バシトラシンは、バイオフィルム形成を誘導することが
示された。S. mutans はバシトラシン存在下において、菌
数が少ない対数増殖初期には autolysin 発現を誘導せずに
増殖し、菌数が増加してきた対数増殖中期には autolysin
の発現を上昇させることによって一部の細菌を溶菌させ、
eDNA 依存的バイオフィルム形成を誘導することでスト
レスに対する抵抗性を示すことが示唆された。 
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